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序論 
 
糸状菌（麹菌）Aspergillus oryzae は固体高分子分解能力の高さから日本国内での発酵産業に長く利用されてき
た。我々は、A. oryzae が生分解性ポリエステル PBSA を唯一の炭素源として資化する際、ポリエステラーゼ（ク
チナーゼ）CutL1 と、界面活性タンパク質であるハイドロフォビン RolA を生産することを見出した (Maeda et al, 
2005; Takahashi et al, 2005) 。RolA は PBSA 表面を被覆し、その後 CutL1 を PBSA 表面へリクルートすること
で、CutL1 による PBSA 加水分解を促進する (Takahashi et al, 2005)。クチナーゼは植物感染性糸状菌が植物表面
のワックスエステル（クチン）を分解して感染する際に分泌することで知られ (Purdy and Kolattukudy, 1975; 
Sweigard et al, 1992)、PBSA はクチンのアナログとして CutL1 に分解される (Takahashi et al, 2005)。また、ハイ
ドロフォビンは糸状菌に特有の低分子量の両親媒性タンパク質であり、糸状菌の生態において、疎水表面への菌
糸接着、気中菌糸の表面張力低減、分生子の分散性、菌糸・分生子細胞壁表面への防御被膜形成、宿主免疫機構
からの認識回避といった重要な役割を担うことが遺伝学的に知られている (Wösten et al, 1999; Aimanianda et al, 
2009)。さらに、RolA は人感染性糸状菌 Aspergillus fumigatus 由来のハイドロフォビン Hyp1 や、植物感染性糸
状菌 Aspergillus flavus 由来のハイドロフォビン RodA (AfRodA) のオルソログであり (Tanaka et al, 2014)、Hyp1, 
AfRodA はこれらの糸状菌において感染因子として働く (Aimanianda et al, 2009)。 
界面活性タンパク質が足場となって固体高分子分解酵素をリクルートするという分子間相互作用は、我々が新
奇に発見した固体高分子分解メカニズムである (Takahashi et al, 2005; Ohtaki et al, 2006)。我々は RolA-CutL1 間
の相互作用をそのプロトタイプモデルと位置付けて相互作用機構の研究を行い、これまでに、RolA N 末端側領
域に位置する 2 つの正電荷アミノ酸残基 (His32, Lys34) と、CutL1 の活性中心と逆側の分子表面に位置する 3 
つの負電荷アミノ酸残基 (Asp142, Asp171, Glu31) が相互作用に累積的に寄与（多価効果）することを見出した 
(Takahashi et al, 2015)。また、前述のように RolA, CutL1 は病原性糸状菌の感染因子に近縁のタンパク質である
ことから、RolA-CutL1 間相互作用のような足場タンパク質と固体高分子分解酵素の組み合わせによる固体高分
子分解メカニズムは糸状菌の生理学的に重要かつ普遍的に存在すると思われる。一方でそのような組み合わせは、
我々が以前に見出した A. oryzae 由来の数例以外にはほとんど報告されていない (Takahahi et al, 2005; Ohtaki et 
al, 2006; Takahashi et al, 2015)。近年になり界面活性タンパク質－固体高分子分解酵素間の相互作用を遺伝学的に
研究する試みはあるが (Brown et al, 2016; Pham et al, 2016)、相互作用を直接証明した例は我々の研究を除いて未
だ無い。 
そこで本博士論文研究では、界面活性タンパク質とポリエステラーゼ間の相互作用現象を A. oryzae 以外の糸
状菌において探索し、この現象が糸状菌に普遍的に存在するかどうかを検証することとした。 
 
 
第一章 RolA 以外の糸状菌ハイドロフォビンとクチナーゼ CutL1 間の相互作用現象探索 
 
 足場となる界面活性タンパク質と、それによりリクルートされる固体高分子分解酵素の組み合わせは、我々が 
A. oryzae より見出した数例しか報告されておらず、A. oryzae 以外の糸状菌においても同様の相互作用が存在す
るかどうかは不明である。そこで、既知の組み合わせである RolA, CutL1 に近縁の、RolA オルソログと CutL1 
オルソログの組み合わせにおいて相互作用を探索し、我々の見出した相互作用理論を糸状菌一般へ拡張すること
を考えた。まずデータベースに登録されたハイドロフォビン及び糸状菌由来クチナーゼの系統解析を行った 
(Fig.1, 2)。その結果、Aspergillus 属及び一部の Penicillium 属糸状菌由来のハイドロフォビンまたはクチナーゼ
の集団（Aspergillus クレード）が形成され、その中には RolA, CutL1 もそれぞれ含まれていた (Fig.1C, 2) 。ま
た、Aspergillus クレード内のハイドロフォビン、クチナーゼと RolA, CutL1 とのアミノ酸一致率はほぼ全て 50 % 
以上であり、それ以外のクレードにおける一致率 (25～50 %) よりも高かったため、見出した Aspergillus クレー
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ドのハイドロフォビン、クチナーゼはそれぞれ RolA オルソログ、CutL1 オルソログであると考えた。 
 次に、RolA-CutL1 間の相互作用が抗原抗体反応並に強いことから、A. oryzae 以外の糸状菌由来 RolA オルソ
ログも、A. oryzae の CutL1 と相互作用できるのではないかと期待した。そこで、Aspergillus クレードの中で、
系統樹上は比較的遠縁であるがアミノ酸一致率が高い、モデル糸状菌 Aspergillus nidulans 由来のハイドロフォビ
ン RodA (AnRodA) を選択した。A. nidulans のゲノム DNA よりクローニングした rodA 遺伝子を A. oryzae 用
高発現ベクター pNGA142 を用いて A. oryzae ゲノム DNA 内に導入し、異種発現系を作製した。形質転換体の
培養上清より、RolA の精製法 (Takahashi et al, 2015) に準じてリコンビナント RodA (rRodA) を精製し (Fig. 3)、
その N 末端側アミノ酸配列から、AnRodA と同一であることを確認した。 
さらに、水晶発振子マイクロバランス法 (QCM; Quartz crystal microbalance) により、固体表面に吸着させた 
rRodA と、CutL1 との相互作用を解析した。その結果から、rRodA と CutL1 がイオン的相互作用することが示
唆された (Fig. 4A, B)。また、A. nidulans 由来のハイドロフォビンと A. oryzae 由来のクチナーゼという、異種由
来の足場タンパク‐固体高分子分解酵素間の相互作用が確認できたことから、A. nidulans 由来の CutL1 オルソ
ログクチナーゼも、A. nidulans 由来の RodA と相互作用する可能性が期待された。一方、結合解離定数 KD 値
は A. oryzae 本来の組み合わせである RolA-CutL1 間と比較して 40 倍程度大きく (Fig. 4C)、相互作用強度が比
較的弱いことも判明した。RolA と RodA の N 末端側領域に存在する正電荷アミノ酸残基は同数だが、その配
置は、RolA では密集し、RodA では分散している (Fig. 1A)。そこで、クチナーゼとの相互作用においてはハイ
ドロフォビン N 末端側の正電荷アミノ酸残基数が重要であると考えてきたが、N 末端側領域の正電荷密集度も
重要である可能性が推察された。 
 
 
第二章 糸状菌 A. nidulans 由来のハイドロフォビン-クチナーゼの間に働く相互作用の解析 
 
A. nidulans は 4 種類のクチナーゼホモログを保持しており、このうち Cut1, Cut2 は A. oryzae CutL1と近縁で
ある (Fig. 5)。そこで、Cut1, Cut2 は同じ A. nidulans 由来の RodA と相互作用する可能性が高いと考えた。rRodA 
同様に A. oryzae を用いた異種発現系を作製し、各発現株の培養上清からリコンビナント Cut1 (rCut1)、リコン
ビナント Cut2 (rCut2) を精製した (Fig. 6A, Table 1, Table2)。rCut1, rCut2 はともにエステラーゼ活性を保持し、
その N 末端アミノ酸配列はそれぞれ A. nidulans Cut1, Cut2 と 100 % 一致した。また、糖鎖染色 (Fig. 6B) から、
rCut2 は O 型糖鎖修飾されていることが示唆された。rCut1, rCut2 の酵素学的性質は殆ど報告されていないこと
から、至適 pH, 基質特異性を解析した。可溶性発色基質 p-nitrophenyl (pNP) butyrate を用いた活性測定から、
rCut1, rCut2 はアルカリ性エステラーゼであることが示唆された (Fig. 7)。炭素鎖長の異なる pNP 基質を用いて
基質特異性を調査したところ、rCut1 は pNP valerate, pNP hexanoate へ、rCut2 は pNP hexanoate へ最大の比活性
を示し、rCut2 は脂質に近い長鎖基質にも分解活性を示した (Table 3)。A. nidulans において、Cut1 は固体また
は液体脂肪族エステルによって、Cut2 は液体脂肪族エステルによって遺伝子が転写誘導されるという報告があ
る (Castro-Ochoa et al, 2012; Martins et al. 2014) ことから、Cut1, Cut2 は A. nidulansが異なる脂肪族エステルを分
解する際に使い分けられている可能性が推察された。 
次に、プルダウンアッセイと QCM により、固体表面に吸着させた rRodA と、rCut1 または rCut2 との相互
作用を検証した。プルダウンアッセイにおいては、rCut1, rCut2 ともに酸性条件下において、基材であるテフロ
ンへの直接吸着量よりも、rRodA固定化テフロンへのリクルート量が多かった。一方で中性～塩基性条件下では
直接吸着量とリクルート量の間に差は見られなかった (Fig. 8)。また、最大吸着量を示す pH 範囲は rRodA-rCut1 
(pH3-6), rRodA-rCut2 (pH3-7) で異なっていた (Fig. 8)。一般的に水系におけるタンパク質間相互作用は、表面電
位が小さく、タンパク質分子同士が疎水的相互作用・イオン的相互作用が働く距離まで接近しやすい等電点付近
の pH で最も強くなる (Rabe et al, 2011)。rRodA, rCut1, rCut2 の予測等電点で挟まれる pH 範囲 (rRodA-rCut1: 
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pH 4.5 ~ 5.8, rRodA-rCut2: pH 4.5 ~ 6.2) はプルダウンアッセイの傾向とよく一致した。さらに、QCM を用いた解
析の結果、rRodA-rCut1, rRodA-rCut2ともに pH 依存的、NaCl 濃度依存的に親和性が変化した (Fig. 9)。以上か
ら、rCut1, rCut2 は rRodA と相互作用して固体表面上にリクルートされることが明らかとなった。また、その相
互作用にはイオン的相互作用が関与し、分子同士が接近しやすい等電点付近の酸性側 pH 条件下で最大になるこ
とが示唆された。さらに、算出された結合解離定数 KD 値は RolA-CutL1 (Takahashi et al, 2015) << rRodA-CutL1 
(Takahashi et al, 2015) < rRodA-rCut2 (Fig. 9E) < rRodA-rCut1 (Fig. 9D) となり、ハイドロフォビンとクチナーゼの組
み合わせにより、最も相互作用が強い条件での KD 値が大きく異なる可能性も示唆された。 
 以上から rRodA-rCut1/rCut2 間に相互作用が確認されたため、この相互作用が実際にポリエステル PBSA 分解
に寄与するかを検証した。PBSA エマルジョンまたは rRodA を予め吸着させた PBSA エマルジョンに対し 
rCut1, rCut2 を添加し、分解反応開始時点からの濁度の減少率を分解率として算出した。結果、rCut1, rCut2 とも
に、pH 5 において rRodA 存在下での PBSA 分解率がクチナーゼ単独での分解率を上回った (Fig. 10)。ここか
ら、rRodA と rCut1, rCut2 の相互作用が強い pH 5 条件下において、rRodA により rCut1, rCut2 が PBSA 表面
にリクルートされて PBSA 分解が促進されたと考えられた。相互作用が弱い pH 8 条件下では、rCut1, rCut2 共
に分解促進効果は見られなかった。また、pH 5 では PBSA がよく分解されるが pNP butyrate は分解されない 
(Fig. 7) ため、PBSA への吸着・PBSA 分解の pH 依存性を検証した。その結果、rCut1 は PBSA に対する至適 
pH 8であり、広範囲の pHで高い PBSA への吸着性・分解率が見られた。また、rCut2 は pH4, 5 のみでゆっく
りとした PBSA への吸着・分解が見られた (Fig. 11, 12)。クチナーゼ毎の PBSA 吸着性の差は、rCut2が修飾糖
鎖により rCut1 より親水的であり、中疎水的な PBSA 表面との疎水的相互作用が働きにくいことに起因すると
思われる。さらに、PBSA 分解試験結果とここまでの相互作用解析結果から、rCut1, rCut2 による固体基質分解
では、rRodA との相互作用を含めた固体基質へのクチナーゼ結合量が分解率に大きく影響しており、rRodA は酸
性条件下で rCut1, rCut2 の酵素活性を補助していると考えられた。 
  
 
総合考察 
 
A. oryzae 以外の糸状菌における界面活性タンパク質とポリエステラーゼ間の相互作用現象を探索するため、系
統解析によって見出された、A. oryzae 由来界面活性タンパク質ハイドロフォビン RolA のオルソログ、及び A. 
oryzae 由来ポリエステラーゼ（クチナーゼ）CutL1 のオルソログのうち、モデル糸状菌 A. nidulans から、ハイ
ドロフォビン RodA、クチナーゼ Cut1, Cut2 を選択し、A. oryzae を用いた異種発現系により精製した。rRodA と 
rCut1, rCut2 間の相互作用を解析したところ、rRodA は rCut1, rCut2 と相互作用した。その親和性は pH 依存的
かつイオン強度依存的に変化したことから、イオン的相互作用が主に関与する相互作用機構であると考えられた。
また、PBSA, テフロン等の固体表面に吸着した rRodA は主に酸性条件下で強く rCut1, rCut2 と相互作用し、固
体表面上に rCut1, rCut2 をリクルートした。この濃縮効果により、酸性条件下で rCut1, rCut2 による PBSA 分
解が促進され、この相互作用が実際の高分子分解において効果を発揮していることが明らかとなった。糸状菌が
環境中で生育する際、周辺環境は多くの場合で酸性条件下である。すなわち、A. nidulansはハイドロフォビン‐
クチナーゼ間の相互作用を高分子分解に利用していると考えられる。また、rCut1 と rCut2 の基質特異性が大き
く異なっていることから、PBSA、クチンのみならず広範囲の脂肪族エステルの分解において RodA-Cut1/Cut2 間
の相互作用現象が利用されている可能性も推察された。 
 
これまでに、界面活性タンパク質‐固体高分子分解酵素間の相互作用現象は A. oryzae で数例 (RolA-CutL1, 
RolA-CutC, HsbA-CutL1) しか直接証明されておらず、この相互作用現象が糸状菌に普遍的に存在しているかどう
かは不明であった。しかし本研究によって A. nidulans における界面活性タンパク質‐ポリエステラーゼ間の相
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互作用現象が初めて発見され、その相互作用メカニズムの一端が明らかとなった。さらに、RolA オルソログ及
び CutL1 オルソログは Aspergillus 属糸状菌に広く分布していることも明らかとなった。以上から、界面活性タ
ンパク質として RolA オルソログ、固体高分子分解酵素として CutL1オルソログの間の相互作用現象、及びその
相互作用を利用したポリエステル分解メカニズムは少なくとも Aspergillus 属糸状菌において普遍的に存在して
いると考えられた。今後の研究継続により、ポリエステラーゼ以外の高分子分解酵素が相互作用現象に関与する
かどうかについて検証・解明されることを期待したい。 
 
また、今回見出した A. nidulans 由来の相互作用現象 (rRodA-rCut1, rRodA-rCut2) 及び、異種由来の相互作用現
象 (rRodA-CutL1) は、既知の相互作用現象である A. oryzae 由来の RolA-CutL1間の相互作用と比べ、結合解離
定数 KD 値が 40～80 倍大きく、同じイオン的相互作用により相互作用していても、その相互作用強度は圧倒的
に弱い。我々の以前の研究においては RolA の N 末端側領域に存在する正電荷残基数が CutL1 との相互作用
に重要であると考えていたが、本研究の結果、N 末端側領域の正電荷残基数のみではこの結合解離定数の差を説
明できないことが明確となった。そこで、今後は A. oryzae RolA と A. nidulans RodA の間の N 末端側領域を置
換したキメラ体を作製し、CutL1 や rCut1, rCut2 との相互作用を解析する予定である。これにより、クチナーゼ
との相互作用が N 末端側領域のみで説明できるか、それともハイドロフォビン全体の構造が相互作用に寄与し
ているのかを明らかとし、より詳細な相互作用メカニズム解明につなげたい。 
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要約 
 
1. A. oryzae が PBSA 分解時に産生する界面活性タンパク質 ハイドロフォビン RolA 及びポリエステラーゼ
（クチナーゼ）CutL1 のオルソログは、Aspergillus 属糸状菌及び Penicillium 属糸状菌において広く分布し
ていることを見出した。 
2. A. nidulans 由来のハイドロフォビン RodA, クチナーゼ Cut1, Cut2 を、それぞれ A. oryzae を用いた異種生
産系を用いて精製した。 
3. rCut1, rCut2 の酵素学的性質を解析した。 
4. A. nidulans RodA は異種由来クチナーゼである A. oryzae CutL1 とイオン的に相互作用することを見出した。 
5. A. nidulans RodA は同種由来クチナーゼである A. nidulans Cut1, Cut2 をイオン的相互作用によって固体表面
に濃縮することを明らかとした。また、この濃縮効果により固体のポリエステル PBSA の分解が促進され
ることを明らかとした。 
6. 界面活性タンパク質ハイドロフォビンとポリエステラーゼ間の相互作用は、少なくとも Aspergillus 属糸状
菌において存在し、その他の糸状菌にも普遍的に存在する可能性が高いことを示唆した。 
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Figure 1. Comparison of amino acid sequences of RodA orthologs among aspergilli, and phylogenetic analysis of class I 
hydrophobins from ascomycetes and basidiomycetes. Phylogenic tree and amino acid sequence alignment were created by 
using the class I hydrophobins. All amino acid sequences were obtained from the National Center for Biotechnology Information 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) and the GenomeNet Database (http://www.genome.jp/en/). The phylogenic tree was created with 
ClustalW Ver2.1 (ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/software/clustalw2/2.1/) by using the neighbor-joining method. Scale bar indicates 
genetic distance, which is proportional to the number of amino acid substitutions. (A) Amino acid sequences of RodA(Hyp1) 
orthologs from Aspergillus oryzae, A. nidulans, A. niger, A. fumigatus, A. kawachii, A. clavatus, Neosartorya fischeri, and 
Penicillium chrysogenum. The eight cysteine residues that form the conserved disulfide bonds are indicated in boldface type. 
Positively charged residues (His, Arg, and Lys) are highlighted in gray. The alignment was generated with GENETYX (ver. 10). 
(B) Phylogenic tree of the RodA orthologs listed in (A). The percent protein identity of each RodA ortholog compared to the RolA 
sequence is shown in parenthesis. (C) Phylogenic tree of all of the class I hydrophobins listed above. RolA and RodA (A. 
nidulans) are indicated in boldface type and underlined.   
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Figure 2. Phylogenetic analysis of cutinases and carbohydrate esterase 5 family acetylxylan esterases (AXEs) from 
ascomycetes and basidiomycetes. All amino acid sequences were obtained from the National Center for Biotechnology 
Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) and the GenomeNet Database (http://www.genome.jp/en/). The phylogenic tree was 
created with ClustalW Ver2.1 (ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/software/clustalw2/2.1/) by using the neighbor-joining method. Scale bar 
indicates genetic distance, which is proportional to the number of amino acid substitutions. CutL1 and CutC are indicated in 
boldface type. AXEs are underlined. The cutinases and AXEs form the following three groups: (i) ascomycetes cutinases, 
including all aspergilli cutinases; (ii) cutinases derived from other ascomycetes and basidiomycetes; and (iii) AXEs and cutinases 
showing high similarities to AXEs.  
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 Figure 3. Purification of recombinant RodA (rRodA). rodA exopression strain of A. oryzae was inoculated into YPM liquid 
medium (1 × 106 spores/mL). After cultivation for 24 h at 30 °C, the culture broth was filtered through Miracloth (Calbiochem) to 
remove mycelia. Ammonium sulfate was added to the filtrate (extracellular solution) up to 30 % saturation, and the resultant 
suspension was centrifuged at 8000g for 30 min. The supernatant was applied to an open column of Phenyl Sepharose CL-4B (GE 
Healthcare) equilibrated with 10 mM Tris-HCl buffer (pH 8.0) containing 30 % saturated ammonium sulfate. rRodA was eluted 
with a linear gradient (30–0 % saturation of ammonium sulfate). The fraction containing rRodA was dialyzed against 5 mM 
Tris–HCl (pH 9.0) and applied to an open column of Cellufine Q-500 (JNC Corp.) equilibrated with the same buffer. rRodA was 
eluted with a linear gradient (0–0.3 M NaCl). The fraction containing rRodA was dialyzed against 10 mM citrate–NaOH (pH 4.0) 
and applied to an open column of SP-Sepharose FF (GE Healthcare) equilibrated with the same buffer. Purified rRodA was then 
eluted with linear gradient (0–0.3 M NaCl) followed by dyalized against Milli-Q water. Left lane: culture supernatant of A. oryzae 
transformant. Right lane: purified rRodA 
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 Figure 4. QCM analysis of the interaction between rRodA and CutL1. (A) Interaction of wild-type CutL1 with rRodA 
immobilized on a QCM electrode in the absence of 0.25 M NaCl at pH 6. Arrows indicate final concentrations of CutL1 in the 
analysis chamber. (B) Interaction of wild-type CutL1 with rRodA immobilized on a QCM electrode in the presence of 0.25 M 
NaCl at pH 6. Arrows indicate final concentrations of CutL1 in the analysis chamber. (C) Graph used to calculate the kinetic 
parameters for the interaction between immobilized rRodA and CutL1; KD values were determined by fitting to a Langmuir 
adsorption isotherm. Interaction between RodA and wild-type CutL1 in the absence (Curve A) and presence (Curve B) of 0.25 M 
NaCl at pH 6.  
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Figure 5. Phylogenetic analysis of CutL1 orthologs expressed by Aspergillus oryzae and A. nidulans. Phylogenic tree of 
CutL1 orthologs from A. oryzae (CutL1, CutB, CutC, CutD) and A. nidulans (Cut1, Cut2, Cut3, CBF83913). Scale bar indicates 
genetic distance, which is proportional to the number of amino acid substitutions. The percent protein identity of each CutL1 
ortholog compared to the CutL1 sequence is shown in parenthesis. Numbers I to IV indicate the ortholog clusters. 
 
 
 
Figure 6. Purification and glycosylation analysis of rCut1 and rCut2. (A) SDS-PAGE analysis of Cut1 and Cut2. (B) 
Glycosylation analysis of Cut1 and Cut2. Lane 1: culture supernatant of A. oryzae Ancut1. Lane 2: purified rCut1. Lane 3: 
Endoglycosidase-H-treated rCut1. Lane 4: culture supernatant of A. oryzae Ancut2. Lane 5: purified rCut2. Lane 6: 
Endoglycosidase-H-treated rCut2. Lane 7: culture supernatant of A. nidulans Ancut1. Lane 8: Endoglycosidase-H-treated culture 
supernatant of A. nidulans Ancut1. Lane 9: culture supernatant of A. nidulans Ancut2. Lane 10: Endoglycosidase-H-treated 
culture supernatant of A. nidulans Ancut2. Cut1 (19 kDa) and rCut1 (19 kDa) are indicated by filled triangles, and Cut2 (29 kDa) 
and rCut2 (29 kDa) are indicated by open triangles, respectively.  
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Table 1. Purification of rCut1*. 
Purification stage 
Total protein 
(mg) 
Total activity 
(µkat) 
Specific activity 
(mkat/kg) 
Purification rate† 
Culture supernatant 9410.10 40.27 ± 0.59 0.43 ± 0.01 1 
Octyl-Cellulofine 
type S 
5.58 28.07 ± 0.84 503.16 ± 15.12 1176 
Cellufine Q-500 
(purified rCut1) 
3.13 19.39 ± 2.69 619.43 ± 85.99 1447 
*One katal of esterase activity was defined as the amount of enzyme required to liberate 1 mol of p-nitrophenol from 
p-nitrophenyl butyrate in 1 s under standard conditions (37 °C, pH 8.0). Specific activity (± standard deviation) was calculated by 
using the data obtained from three independent experiments. 
†Values are shown relative to the specific activity of the culture supernatant. 
 
Table 2. Purification of rCut2*. 
Purification stage 
Total protein 
(mg) 
Total activity 
(µkat) 
Specific activity 
(mkat/kg) 
Purification rate† 
Culture supernatant 2646.44 174.04 ± 7.91 6.58 ± 0.30 1 
Octyl-Cellulofine 
type S 
 (purified rCut2) 
9.44 57.74 ± 1.35 611.82 ± 14.31 93 
*One katal of esterase activity was defined as the amount of enzyme required to liberate 1 mol of p-nitrophenol from 
p-nitrophenyl butyrate in 1 s under standard conditions (37 °C, pH 8.0). Specific activity (± standard deviation) was calculated by 
using the data obtained from three independent experiments. 
†Values are shown relative to the specific activity of the culture supernatant. 
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Figure 7. Effects of pH on the esterase activity of rCut1 and rCut2. One microliter of 50 mM p-nitrophenyl butyrate solution 
was added to 149 μL of enzyme solution diluted with 10 mM GTA buffer (pH 3-10). Esterase activity was assayed at 37 °C. The 
color of p-nitrophenol produced was monitored at 415 nm by using a 96-well glass microplate (Sansyo) and a MTP-300 
microplate reader (Corona Electric). One katal of esterase activity was defined as the amount of enzyme required to liberate 1 mol 
of p-nitrophenol in 1 s. Specific activity (± standard deviation) was calculated by using the data obtained from three independent 
experiments. 
 
 
Table 3. Substrate specificity of rCut1 and rCut2. 
Substrate* 
rCut1 rCut2 
Specific activity 
(mkat/kg)† 
Relative activity 
(%)§ 
Specific activity 
(mkat/kg)† 
Relative activity 
(%)§ 
pNP-acetate (C = 2) 445.7 ± 19.0 71.9 185.2 ± 23.2 30.3 
pNP-propionate (C = 3) 490.8 ± 52.5 79.2 417.8 ± 19.7 68.3 
pNP-butyrate (C = 4) 619.4 ± 86.0 100.0 611.8 ± 14.3 100.0 
pNP-valerate (C = 5) 869.8 ± 43.7 140.4 686.5 ± 21.9 112.2 
pNP-hexanoate (C = 6) 830.1 ± 128.8 134.0 804.1 ± 41.6 131.4 
pNP-octanoate (C = 8) 513.4 ± 40.9 82.9 180.1 ± 26.4 29.4 
pNP-decanoate (C = 10) 70.1 ± 11.9 11.3 142.3 ± 54.9 23.3 
pNP-dodecanoate (C = 12) 233.6 ± 14.8 37.7 288.2 ± 99.7 47.1 
pNP-myristate (C = 14) 3.9 ± 0.7 0.6 13.9 ± 2.8 2.3 
pNP-palmitate (C = 16) N.D. – 103.7 ± 51.1 16.9 
pNP-stearate (C = 18) N.D. – 10.3 ± 2.7 1.7 
*Carbon numbers for the carboxylic acids that were liberated from each substrate are given in parentheses. 
†One katal of esterase activity was defined as the amount of enzyme required to liberate 1 mol of p-nitrophenol in 1 s under 
standard conditions (37 °C, pH 8.0). Specific activity (± standard deviation) was calculated by using the data obtained from three 
independent experiments. N.D., not detected. 
§Values are shown relative to the activity of pNP butyrate as a substrate.  
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Figure 8. Quantification of the amount of BSA, rCut1, or rCut2 bound to non-RodA-coated PFA350 or to the 
RodA–PFA350 complex. BSA, rCut1, or rCut2 (10 μg) was dissolved in 200 μL of GTA buffer (pH 3–10) containing PFA350 or 
RodA–PFA350 (total surface area, 1570 mm2). The suspension was incubated at 30 °C for 1 h in a glass tube and the 
protein–PFA350 complex was collected. The complex was then washed and bound proteins were extracted from the complex with 
SDS-PAGE sample buffer, boiled, and subjected to SDS-PAGE. The amounts of extracted proteins were densitometrically 
quantified by means of imaging analysis using the National Institutes of Health’s ImageJ software 
(http://rsb.info.nih.gov/nih-image/about.html; Bethesda, MD, USA). Data are presented as the mean ± standard deviation. 
Statistical significance was evaluated by using Student’s t-test (*P < 0.05). (A) pH profile of the amount of BSA bound to 
non-RodA-coated PFA350 or to the RodA–PFA350 complex. (B) pH profile of the amount of rCut1 bound to non-RodA-coated 
PFA350 or to the RodA–PFA350 complex. (C) pH profile of the amount rCut2 bound to non-RodA-coated PFA350 or to the 
RodA–PFA350 complex.  
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Figure 9. Summary of the kinetics and KD values of RodA, rCut1, and rCut2. (A) Langmuir adsorption isotherms of the 
interaction of rCut1 with RodA immobilized on a QCM electrode in the absence of NaCl. Solid line: at pH 5; dotted line: at pH 6; 
dashed line: at pH 8. (B) Langmuir adsorption isotherm of the interaction of rCut2 with RodA immobilized on a QCM electrode in 
the absence of NaCl. Solid line: at pH 5; dotted line: at pH 6; dashed line: at pH 8. (C) Langmuir adsorption isotherm of the 
interaction of rCut1 or rCut2 with RodA immobilized on a QCM electrode in the presence of 250 mM NaCl at pH 6. Black line: 
rCut1; grey line: rCut2 (D) Summary of the KD values of RodA and rCut1. (E) Summary of the KD values of RodA and rCut2. 
N.C., not calculable. KD values were determined by fitting to a Langmuir adsorption isotherm. Data are from three independent 
experiments and are presented as the mean ± standard deviation. Statistical significance was determined by using Student’s t-test 
(*P < 0.05, **P < 0.01).  
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 Figure 10. Effect of RodA on PBSA degradation by rCut1 or rCut2. One-percent (v/v) PBSA microparticles were incubated 
with rCut1 (5 µg/mL final concentration) or rCut2 (5 µg/mL or 50 µg/mL final concentration) in the presence or absence of RodA 
(2 ng/mL final concentration). Solid line: RodA and PBSA were pre-incubated in assay buffer at 30 °C for 16 h prior to the 
addition of rCut1 or rCut2 at time 0 (the start of degradation). Short-dashed line: RodA and rCut1 or rCut2 were added 
simultaneously to the reaction mixture containing PBSA microparticles at time 0. Dotted line: rCut1 or rCut2 was added to the 
reaction mixture containing PBSA microparticles. Long-dashed line: PBSA microparticles only. Turbidity was measured at OD660. 
The percent PBSA degradation was calculated as described in the experimental procedures. Data are presented as the mean ± 
standard deviation (n = 3). 
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 Figure 11. Effects of pH on the PBSA degradation activity of rCut1 and rCut2. 0.1 (v/v) PBSA microparticles were incubated 
with rCut1 (5 µg/mL final concentration) or rCut2 (5 µg/mL or 50 µg/mL final concentration) in 10 mM GTA buffer (pH3-10). 
Solid line: PBSA degradation by rCut1. Dotted line: PBSA degradation by rCut2. Turbidity was measured at OD660. The percent 
PBSA degradation was calculated as described in the experimental procedures. Data are presented as the mean ± standard 
deviation (n = 3). 
 
 
 
Figure 12. Effects of pH on the rCut1 and rCut2 adsorption on PBSA film. 0.1 mg/mL of rCut1 or rCut2 dissolved in 10 mM 
GTA buffer (pH3-10) were spotted onto PBSA film, then incubated at 30℃. After incubation, PBSA film was washed with ddw 
and stained by CBB-R250. 
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題 目 
糸状菌における界面活性タンパク質-ポリエステラーゼ間の相
互作用現象の探索とその相互作用機構に関する研究 
論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 
糸状菌はバイオポリマーを加水分解する酵素を多種類生産し、自然界におい 
て分解者として重要な役割を持つ。バイオポリマー等の固体高分子の酵素的加 
水分解は、病原性糸状菌の感染プロセスにも重要であり、また、その能力は古 
くから産業利用されてきた。糸状菌の新奇な固体高分子分解メカニズムを研究 
することで、生物学的知見の蓄積や、医学的、産業的応用の可能性が期待でき 
る。候補者の研究は、産業糸状菌 Aspergillus oryzae（麹菌）より見出された、 
界面活性タンパク質とポリエステラーゼ間の相互作用現象による固体高分子 
分解メカニズムの、糸状菌一般における普遍性解明に取り組んだものである。 
本研究において、候補者は以下の事項を明らかにした。 
（１）麹菌以外の糸状菌由来界面活性タンパク質と麹菌 CutL1 との相互作用 
系統解析とアラインメント解析により、麹菌の界面活性タンパク質 RolA と、 
ポリエステラーゼ CutL1 のオルソログは、Aspergillus 属糸状菌において広く。 
 
 
分布していることを示した。また、水晶発振子マイクロバランス法（QCM） 
によって、モデル糸状菌 Aspergillus nidulans 由来の界面活性タンパク質 
RodA は麹菌 CutL1 と相互作用することを明らかにした。更に、CutL1 との 
相互作用において、界面活性タンパク質の N 末端側領域に存在する正電荷残 
基の密集度が大きく影響する可能性を示唆した。 
（２）A. nidulans 由来の界面活性タンパク質‐ポリエステラーゼ間相互作用 
A. nidulans は麹菌 CutL1 オルソログ（Cut1, Cut2）を有する。そこで、A.  
nidulans 由来の界面活性タンパク質 RodA と、Cut1, Cut2 との相互作用現象 
の有無を、QCM、及び、テフロン微粒子を基材としたプルダウンアッセイに 
より解析した。その結果、RodA は Cut1, Cut2 双方と相互作用することが示 
された。また、ポリエステル PBSA 分解実験により、RodA と Cut1, Cut2 間 
の相互作用現象によって Cut1,Cut2 による PBSA 分解が促進されることが示 
された。さらに、以上から、界面活性タンパク質 RolA オルソログとポリエス 
テラーゼ CutL1 オルソログ間の相互作用と、その相互作用現象を利用したポ 
リエステル分解メカニズムが、少なくとも Aspergillus 属糸状菌において普遍 
的に存在する可能性が示唆された。 
以上、候補者の研究は、糸状菌が効率的に固体高分子を分解する新奇メカニ 
ズムの普遍性を示唆し、実際に麹菌以外の糸状菌に由来する界面活性タンパク 
質とポリエステラーゼ間の相互作用現象の発見・考察に至った。これらは学術 
的にも、医学的、産業的にも有用な成果と考えられ、審査委員一同は本論文が 
博士（農学）の学位論文として価値あるものと認めた。 
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